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ARTICULO ORIGINAL

TOXICIDAD RETINIANA DE DOXICICLINA
INTRAVITREA. ESTUDIO PILOTO

INTRAVITREAL TOXICITY OF DOXYCYCLINE. A PILOT STUDY

AYDIN E!, KAZI AAZ, PEYMAN GAZ2, ESFAHANI MR2, MUNOZ-MORALES A2, KIVILCIM M2,
CARO-MAGDALENO M3

RESUMEN

Objetivo: Valorar la toxicidad retiniana de la doxi-
ciclina administrada en inyecciones intravitreas.
Método: Utilizamos catorce conejos albinos neoze-
landeses que dividimos en 5 grupos. Inyectamos en
dos ojos cada una de las siguientes concentraciones
de doxiciclina: 2.000 ug/0,1 ml; 500 ug/0,1 ml; 250
ug/0,1 ml; 125 pg/0,1 ml y 67,5 ug/0,1 ml. Dos
ojos, usados como control, recibieron 0,1 ml de
solucion de dextrosa al 5%. Examinamos a todos
los animales antes y después de la inyeccién con
oftalmoscopia indirecta y biomicroscopia. Realiza-
mos electrorretinogramas en todos antes de la
inyeccion intravitrea y dos semanas después; y pos-
teriormente los animales fueron eutanizados. Se
enuclearon los 0jos y se prepararon para estudio
histolégico.

Resultados: Los grupos que mostraron una dismi-
nucion significativa en los electrorretinogramas
fueron los inyectados con las siguientes concentra-
ciones de doxiciclina: 2.000 ug/0,1 ml; 500 ug/0,1
ml y 250 nug/0,1 ml. No se observaron cambios sig-
nificativos en los electrorretinogramas de los inyec-
tados con 125 y 67,5 png/0,1 ml. No hubo signos de
toxicidad retiniana en los exdmenes de biomicros-
copia, en oftalmoscopia indirecta e histologia de los

Recibido: 24/5/05. Aceptado: 8/3/07.

ABSTRACT

Objective: To assess the retinal toxicity of varying
concentrations of intravitreally administered
doxycycline, a member of tetracycline family.
Methods: Fourteen New Zealand albino rabbits,
divided into 5 groups, were used for this study. The
initial concentration of doxycycline (100 mg) was
titrated using 5% dextrose solution to the following
concentrations in a volume of 0.1 ml: 2000 pg,
1000 ug, 500 ng, 250 pg, 125 ug, and 62.5 ug. Each
concentration was injected into 2 rabbit eyes. Two
control eyes received 0.1 ml of 5% dextrose solu-
tion. All animals were examined before and after
injection using indirect ophthalmoscopy and
slit-lamp biomicroscopy. Electroretinography
(ERG) was performed on all animals prior to the
intravitreal injection and 2 weeks post-injection.
The animals were re-examined at this time by indi-
rect ophthalmoscopy and slit-lamp biomicroscopy
and were then subjected to euthanasia. Their eyes
were enucleated and examined using light micros-
copy.

Results: The doxycycline injected group exhibited
significant decreases in ERG of the eyes injected
with 2000 pg, 1000 pg, 500 ug, and 250 pg/0.1 ml.
No significant changes in the ERG were observed
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inyectados con 125 pg/0,1 ml o niveles menores de
doxiciclina.

Conclusion: Las inyecciones intravitreas de doxici-
clina parecen seguras en un rango igual o menor a
125 ug/0,1 ml en el conejo albino. La doxiciclina
intravitrea podria ser una alternativa barata y bene-
ficiosa para el tratamiento de la endoftalmitis, espe-
cialmente frente a los staphylococcus aureus resis-
tentes.

Palabras clave: Endoftalmitis, doxiciclina, inyec-
cion intravitrea, toxicidad retiniana.

following the injection of lesser concentration
levels. There were no signs of retinal toxicity on
slit-lamp examination, indirect ophthalmoscopy, or
light microscopy in all the eyes injected with
doxycycline concentrations of 125 pg or lower.
Conclusions: Doxycycline injected intravitreally
appeared safe at concentrations of 125 ug/0.1 ml or
less in albino rabbits. Intravitreal doxycycline may
be beneficial, and is an inexpensive alternative drug
which could be used in the treatment of bacterial
endophthalmitis particularly against resistant
Staphylococcus aureus organisms (Arch Soc Esp
Oftalmol 2007; 82: 223-228).

Key words: Doxycycline, endophthalmitis, intravi-
treal injection, retinal toxicity.

INTRODUCCION

La endoftalmitis es un grave proceso infeccioso-
inflamatorio que se produce por la inoculacién trau-
matica o iatrogénica de agentes infecciosos. La inci-
dencia total de endoftalmitis tras cirugia de cataratas
en los Estados Unidos es aproximadamente del 0,1%
(1). A pesar de los avances en cirugia y tratamientos,
esta devastadora complicacion postoperatoria causa
pérdida severa de agudeza visual en un 30% de los
casos (2) y ceguera en el 18% (3). Sin embargo, con
un diagndstico y tratamiento precoz podemos conse-
guir resultados visuales satisfactorios.

En afios recientes, las inyecciones intravitreas de
antibiéticos han demostrado ser el modo mas efec-
tivo de mantener niveles adecuados de tratamiento
intraocular (4,5). Los mas usados en inyeccion
intravitrea en la endoftalmitis son la vancomicina,
la amikacina y la ceftazidima.

La vancomicina se considera el tratamiento de
primera eleccién para cubrir las endoftalmitis por
grampositivos (GP) (6). Los aminoglucédsidos y la
ceftazidima son antibiéticos de amplio espectro con
actividad antibacteriana sobre los organismos
gramnegativos (GN). Ademads los aminoglucésidos
presentan un efecto sinergético cuando se asocian a
vancomicina contra los cocos GP (5,7). Para cubrir
un gran espectro de microorganismos se combina
usualmente la vancomicina con ceftazidima o con
amikacina, pero hay evidencia de un aumento de
resistencia a estos agentes (8). De hecho, ha sido
demostrada la resistencia de Streptococcus viridans

a las tetraciclinas, siendo sensibles a la vancomici-
na y cloranfenicol (9).

La doxiciclina, una tetraciclina de amplio espec-
tro, ha sido usada con €xito en el tratamiento de la
neumonia adquirida en la comunidad (NAC) y en
otras infecciones respiratorias, genitourinarias,
ginecoldgicas y oculares (10-13). A la luz de estos
hallazgos, pensamos que la doxiciclina podria ser
un tratamiento alternativo a la vancomicina gracias
a su baja concentracién minima inhibitoria (CMI)
frente a los cocos GP.

A pesar del conocimiento de este antibidtico en
tratamiento oral o parenteral, no hay estudios sobre
su uso o toxicidad intravitrea. Llevamos a cabo este
estudio para evaluar la toxicidad ocular de las
inyecciones intravitreas de doxiciclina.

SUJETOS, MATERIAL Y METODO
Animales

Se emplearon catorce conejos albinos neozelan-
deses de 2 a 3 kg de peso. Los animales fueron tra-
tados segun el acuerdo de la Association of Rese-
arch in Vision and Ophthalmology (ARVO). Reali-
zamos biomicroscopia (BMC) y oftalmoscopia
indirecta (OI) antes de iniciar el estudio, después de
la inyeccién intravitrea y antes de sacrificar a los
animales. Todos aquellos que presentaron opacidad
de medios o lesiones retinianas se excluyeron del
estudio.

224 ARCH SOC ESP OFTALMOL 2007; 82: 223-228



Toxicidad intravitrea doxiciclina

Inyecciones intravitreas

Los conejos fueron anestesiados antes de todos
los procedimientos usando 1 ml de una mezcla de
ketamina (50 ug/kg) y xylacina (5 ug/kg) intramus-
cular. Se dilataron sus pupilas con solucién oftalmi-
ca de fenilefrina al 2,5% (Colircusi Fenilefrina®.
Alcon Cusi, SA. El Masnou. Barcelona. Espaia) y
tropicamida al 0,5% (Colircusi Tropicamida®.
Alcon Cusi, SA. El Masnou. Barcelona. Espafia). Se
aplicé proparacaina al 0,5% (ANESALCONMR;
Alcon Laboratorios Argentina, S. A.; Buenos Aires;
Argentina) como anestesia topica.

Los procedimientos se realizaron bajo condicio-
nes de esterilidad usando un microscopio quirdrgi-
co. Se realiz una incisién en cdmara anterior con
aguja de 25 G para evacuar 0,1 cc de humor acuo-
so, reduciendo asi la presion intraocular (PIO) y
evitando, por otro lado, el reflujo del antibidtico tras
la inyeccion.

Se inyectd una dosis de doxiciclina con aguja de
30 G a 2 mm del limbo esclerocorneal. Dividimos a
los conejos en 6 grupos. Se inyectaron dos 0jos
derechos de cada grupo con una de las siguientes
concentraciones de doxiciclina diluida desde una
concentracion inicial de 100 ug con dextrosa al 5%:
2.000 pg/0,1 ml; 1000 ug/0,1 ml; 500 ug/0,1 ml;
250 ug/0,1 ml; 125 pg/0,1 mly 67,5 ug/0,1 ml. Dos
ojos usados como controles recibieron 0,1 ml de
dextrosa al 5%.

Test electrofisiologico

Se realizaron electrorretinograma (ERG) usando
el sistema UTAS-2000 (LKC Technology; Gait-
hersburg; USA) y el protocolo estandar de ERG
antes de la inyeccidn intravitrea y 2 semanas des-
pués de la misma. Los conejos fueron adaptados a
la oscuridad durante 30 minutos tras dilatacién
pupilar. Se colocaron lentes de contacto unipolares
(electrodos del ERG) en cada coérnea utilizando
goniosol (IOLab Corporation; Claremont, CA.;
USA); el electrodo negativo se colocé en el espacio
subcutdneo frontal, y el electrodo de tierra se colo-
c6 en la oreja con gel. Se recogid la respuesta esco-
topica de adaptacion a la oscuridad (paso 1), la res-
puesta escotépica de flash (paso 2) y la respuesta
fotépica de adaptacion a la luz (paso 3). Para cada
paso se determiné la media de 5 curvas. Se calculd
la diferencia entre las ondas a y b para cada paso. Se

comparé el ERG de base (antes de la inyeccion
intravitrea) con el final (dos semanas tras la inyec-
cién). Se consideraron significativos los descensos
en la respuesta de més del 30%. En los grupos tra-
tados con concentraciones menores de doxiciclina
se encontrd un descenso menor del 30%, y por lo
tanto, no significativo.

Examen histoléogico

Tras la sesiéon de ERG final, todos los conejos
fueron sacrificados con una inyeccién intravenosa
de pentobarbital sédico. Los ojos fueron enucleados
y fijados en karnovsky durante 48 horas y luego
procesados y tefiidos con hematoxilina-eosina para
estudio histolégico.

RESULTADOS
Examen clinico

Se realiz6 OI en todos los ojos tras la inyeccién
intravitrea y justo antes de la eutanasia. No se
encontrdé opacidad de medios, hemorragia vitrea,
desprendimiento de retina o atrofia del nervio 6pti-
co en ninguno de los ojos que se inyectaron dosis
inferiores a 1.000 ug/0,1 ml. Con dosis de 1.000
ug/0,1 ml y de 2.000 ug/0,1 ml se encontraron res-
tos de droga cristalizada en el vitreo.

Test electrofisiologico

Se consideraron significativos los descensos en
amplitud entre los ERG de base y finales mayores
del 30%. Los ERG de los grupos tratados con 2.000
ug/0,1 ml; 1.000 ug/0,1 ml; 500 pg/0,1 ml y 250
ug/0,1 ml de doxiciclina presentaron un descenso
significativo en las amplitudes de la onda A y B

(fig. 1).

Examen histologico

Se realiz6 histologia en todos los ojos tratados
con doxiciclina. Se encontraron evidencias de toxi-
cidad retiniana en los ojos inyectados con 250
ug/0,1 ml y con concentraciones superiores de
doxiciclina (fig. 2). No se encontraron alteraciones
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Fig. 1: A. ERG inicial (1y2)y tras 2 semanas de la inyeccion intravitrea (3 'y 4) de dos ojos que recibieron 250 ug/0, 1
ml de doxiciclina. El ERG final muestra descenso en la amplitud como evidencia de toxicidad retiniana. B. ERG ini-
cial (1 y2)y final (3y4) de dos ojos que recibieron 125 ug/0,1 ml de doxiciclina, no encontramos descenso signifi-

cativo en la amplitud.

en ninguno de los ojos inyectados con concentra-
ciones de 125 ug/0,1 ml o menores.

DISCUSION

El antibiético con la menor CMI sobre un grupo
bacteriano es el mas potente. Se requieren bajas CMI
y altas concentraciones del antibidtico en los tejidos
para una terapia efectiva y que no produzca resisten-
cias. Se considera que un tratamiento efectivo de la
endoftalmitis requiere al menos dos a 10 veces de la
CMI-90 para el microorganismo causal (13).

Se observé toxicidad retiniana en los ojos que
fueron inyectados con 250 ug/0,1 ml y concentra-
ciones superiores de doxiciclina (fig. 2). Sin embar-
g0, no se encontraron evidencias de toxicidad en
ninguno de los ojos que fueron inyectados con con-
centraciones de 125 ug/0,1 ml o menores.

Las fluoroquinolonas estdn siendo usadas amplia-
mente como tratamiento intravitreo en las endoftal-
mitis. Presentan un gran espectro de accion cubrien-
do la mayoria de grampositivos y gramnegativos.

Las fluorquinolonas de cuarta generacion (gati-
floxacino y moxifloxacino) han mejorado su espec-
tro de accién sobre grampositivos respecto a las
fluorquinolonas de segunda generacién (14). Por
otra parte, nosotros mostramos alteraciones en el
ERG a concentraciones de 320 ug/0,1 mL y en el
examen clinico con concentraciones superiores a
160 ug/0,1 mL (15).

Actualmente, la inyeccion de antibidticos intravi-
trea se considera el manejo estdndar de la endoftal-
mitis (16,17). Tambien se ha documentado aumen-
to en la incidencia de los Staphylococcus aureus
(EA) meticilin-resistentes (18,19).

El aumento en la resistencia de los microorganis-
mos GP a la meticilina y a las fluoroquinolonas de
primera y segunda generacion, asi como el riesgo
de toxicidad de los aminoglucésidos usados a altas
dosis, ha llevado a los investigadores a evaluar nue-
vos antibidticos. Por todo esto, muchos médicos
han convertido a la vancomicina en la dnica cara
alternativa para cubrir a los GP. La doxiciclina ha
sido usada con gran éxito en el tratamiento de infec-
ciones severas (10-12) pero aun no se habia evalua-
do su toxicidad intraocular hasta la realizacion de
nuestro estudio.

La doxiciclina tiene gran potencia, amplio espec-
tro de accion, larga vida media y gran biodisponibi-
lidad en comparacién con macrélidos, cefalospori-
nas y trimetropin-sulfametoxazol.

La combinaciéon de tigecilina y gentamicina
aumenta la actividad contra los enterococos y EA
vancomicina-resistentes (20). Aldridge KE et al.
(21) demostraron que la doxiciclina y el norfloxaci-
no son unos antibidticos tan activos contra los EA
meticilin resistentes como la vancomicina. La doxi-
ciclina ha demostrado buena actividad contra la
mayoria de las cepas de estafilococos meticilin
resistentes (EA y Estafilococos coagulasa negati-
vos, incluyendo S. Epidermis) testados, con 100
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Fig. 2: Cortes histolégicos de retina tefiida con hema-
toxilina-eosina y visualizada a 400 aumentos de cone-
jos de los grupos inyectados con A. 250 ug/0,1 ml B.
125 ug/0,1 ml y C. 67,5 ug/0,1 ml de doxiciclina.
Encontramos que todas las capas de la retina neuro-
sensorial se encuentran intactas y no hay signos de
toxicidad salvo para el grupo tratado con 250 ug/0,1
ml de dosis.

cepas inhibidas por 2 ug/0,1 del antibidtico. La
CMI de S. pneumoniae, Haemophilus influenzae, y
Moraxella catarrhalis fue menor de 2 pg/0,1 ml
(22,23). Los resultados de los tests de CMI en los
rangos propuestos de control de calidad (QC) en el
uso de la doxiciclina para S. pneumoniae, SA 'y E.
faecalis tueron 0,016-0,12 ug/ ml; 0,12-0,5ug/ml; y
2-8 ug/ml respectivamente (24).

Por otra parte, se ha demostrado el efecto hipo-
tensor de las tetraciclinas tras inyeccidn intravitrea
en conejos por lo que esto podria mermar su campo
de aplicacion. Este efecto aparece dias después pero
se mantiene durante un tiempo prolongado siendo
la disminucién de la presion intraocular de hasta 12
mmHg en algunos casos (25).

Asumiendo que el volumen de humor vitreo en el
conejo es de 1,5 ml (26) y que se produce una dis-
tribucién ecudnime de la droga tras la inyeccién
intravitrea, las concentraciones de 67,5 y 125 ug/0,1
ml de doxiciclina en el vitreo se estimaron como 42
y 78 ug/0,1 ml respectivamente. Incluso la minima
dosis administrada excede la dosis efectiva necesa-
ria de la droga para inhibir las cepas resistentes de
GP (EA y Estafilococos coagulasa negactivos,
incluyendo S.Epidermis) y los GN.

En conclusién, nuestro estudio demuestra que las
inyecciones intravitreas de doxiciclina en una con-
centracion de 125 ug/0,1 ml o menores son seguras
en el conejo albino. La doxiciclina intravitrea pue-
de ser una alternativa a la vancomicina barata y
beneficiosa en el tratamiento de la endoftalmitis
bacteriana, con un amplio espectro de accién y una
baja tasa de resistencia.
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